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La presente invention se rapporte a l'utilisation du (SH-)-c^ethy1-2-oxo-1-pyiTo! id ineacetamide pour la 
preparation de medicaments destines au traitement de I'anxiete. 

L'utilisation du (S)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide levogyre en tant qu'agent protecteur pour le trai- 
tement et la prevention des agressions du type hypoxique et ischemique du systeme nerveux central est decrite 
dans !e brevet europeen 1 62.036 au nom de la demanderesse. Ce compose trouve egalement une application 
dans le traitement de I'epilepsie, indication therapeutique pour laquelle on a demontre que son enantiomere 
dextrogyre, le (R)-(+)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol id ineacetamide est totalement depourvu d'activite (A.J.GOWER 
etal., Eur.J.Pharmacol.,222,(1992),193-203). L'utilisation du (S)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide levo- 
gyre pour le traitement de I'anxiete n'est toutefois pas connue. 

Dans le brevet europeen 162.036 mentionne plus haut, on decrit aussi des precedes de preparation du 
(S)-(-)-a-ethyi-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide qui necessitent la synthese d'un reactif de depart obtenu par de- 
doublement du compose racemique correspondant. Dans le brevet britannique 2.225.322, egalement au nom 
de la demanderesse, on decrit un procede de preparation de ce compose qui offre I'avantage d'utiliser comme 
matiere premiere un acide amine naturel ayantdeja la configuration stereochimique souhaitee, ce qui permet 
d'eviter la separation fastidieuse des enantiomeres. 

Poursuivant ses travaux de recherche sur ce compose, la demanderesse a trouve maintenant que le (S)- 
(-)-a-ethyl-2-oxo-1- pyrrol id ineacetamide possede des proprietes anxiolytiques ayantun interet therapeutique 
notable. 

De plus, cette activite anxiolytique n'a pas pu elre retrouvee avec I'enantiomere dextrogyre, le (R)-(+)-a- 
ethyl-2-oxo- 1 -pyrrol id ineacetamide. 

La presents invention a done pour objet l'utilisation du (S)-(-)-a-ethyi-2-oxo-1- pyrrol id ineacetamide de for- 
mule 



pour la preparation de medicaments destines au traitement de I'anxiete . 

L'actrvite anxiolytique du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1- pyrrol id ineacetamide est plus particulierement marquee 
dans des situations pharmacologiques dans lesqueiles I'etat emotionnel initial a ete exacerbe, par exemple 
parte choix d'animaux particulierement sensiblesou ages, ou parle choix de conditions expert mental esfaisant 
appel a Tanticipation d'un stimulus repulsif. 

La dependance entre I'activite anxiolytique du compose de formule I et I'intensite de I'etat emotionnel initial 
laisse presage r que I 'application therapeutique de ce compose sera de preference orientee vers le traitement 
des etats d'anxiete pathologique. Cette selectivity distingue nettement le compose utilise conformement a r in- 
vention des medicaments anxiolytiques existants du type benzodiazepine, et presente un avantage important 
sur ces autres classes de produits qui agissent indistinctement sur un animal anxieux ou sur un animal normal. 
Dans ce dernier cas, I'activite anxiolytique s'accompag ne d'une desinhibition du comportement general normal 
qui induit chez le sujet sain une reponse adaptative inadequate qu'il est souhaitable d'eviter. Dans ce contexte, 
le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide facilite la recuperation et le retour a une situation plus normale 
dans des etats d'anxiete pathologique dus a des troubles d'origine neuroendocrinienne produits par un stress 
chez les sujets ages par opposition aux benzodiazepines qui ne favorisent pas cette recuperation. Contraire- 
ment aux benzodiazepines dont I'amnesie et les perturbations neuromot rices telles que I'ataxie, la relaxation 
musculaire et la sedation constituent des effets secondaires bien connus et indesirables (J.H.WOODS et al., 
Pharmacol. Rev., 39, (1987), 251-419), le (S)-(-)-a-ethyt-2-oxo-1- pyrrol id ineacetamide aux dnses therapeuti- 
ques utilisees, ne produit pas le moindre effet nuisible sur la memoire et ne provoque pas d'effets neuromo- 
teurs genants. Une grande marge de securite existe en effet entre les doses anxiolytiques et les doses neu- 
rotoxiques ou sedatives chez I'animal. (AJ. GOWER et al., loccit.). 

En outre, le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide supprime egalement I'anxiete induite par le se- 
vrage d'une administration chronique de benzodiazepines. 

II resulte de cet eventail imprevisible de propri6tes que l'utilisation du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1- pyrrol idinea- 
cetamide est particulierement interessante pour la preparation de medicaments destines au traitement des 
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6 tats d'anxiete, tels que plus sp6cif iquement I'anxiete generalisee, la panique, I'agoraphobie, la phobia sociale, 
les troubles obsessionnels, I'anxiete due a un stress aigu post-traumatique, te sentiment de danger menacant, 
rabsence de tonus, la peur et la tension dont les manifestations parfois concomitantes d'ordre physiologique 
sont la tachycardie, la dyspnee, la transpiration, le tremblement, la faiblesse et la fatigue. (International Sta- 

5 tistical Classification of Diseases and Related Health Problems - Tenth Revision: Volume 1 . World Health Or- 
ganization, Geneva, 1992). 

La presente invention requiert I 'administration d'une dose eff icace du compose de formule I pour traiter 
I'anxiete. La dose necessaire selon la presente invention sera suffisamment elevee pour permettre le soula- 
gement de I'anxiete. Les compositions pharmaceutiques renfermant le compose de formule I peuvent 6tre ad- 

10 ministries par exemple, par voie orale ou parenterale, c'est-a-dire intraveineuse, intramusculaire et sous- 
cutanee. 

Les compositions pharmaceutiques utilisables pour I'administration orale peuvent §tre solides ou liquides, 
et se presentent par exemple sous la forme de comprimes, pilules, dragees, capsules en gelatine, solutions, 
sirops, etc... 

15 Dans ce but, le compose actif peut§tre utilise en melange avec un diluant inerte ou un vehicule non toxique 

pharmaceutiquement acceptable tel que par exemple de J'amidon ou du lactose. Eventuellement, ces compo- 
sitions pharmaceutiques peuvent aussi contenir un agent liant tel que ia cellulose microcristalline, la gomme 
adragante ou la gelatine, un agent desintegrant tel que I'acide alginique, un lubrifiant tet que le stearate de 
magnesium, un agent de coulance tel que le dioxyde de silicium colloidal, un edulcorant comme le sucrose ou 

20 la saccharine, des colorants ou un aromatisant comme la menthe poivree ou le salicylate de methyle. El les 
comprennent 6galement les compositions qui permettentde delivrer la substance active de maniere progres- 
sive. 

Les compositions pharmaceutiques utilisables pour I'ad ministration parenterale sont les formes pharma- 
ceutiquement connues pour ce genre d'administration et se presentent sous la forme de solutions ou suspen- 
25 sions aqueuses ou huileuses generalement contenues dans des ampoules, des seringues a usage unique, des 
fioles en verre ou en matiere plastique, ou des recipients de perfusion. 

Outre le compose actif, ces solutions ou suspensions peuvent encore contenir eventuellement un diluant 
sterile tel que I'eau pour injection, du serum physiologique, des huiles, des polyethylene glycols, de la glycerine, 
du propylene glycol ou d'autres solvants synthetiques, des agents antibacteriens tels que I'alcool benzyl ique, 
30 des antioxydants comme I'acide ascorbique ou le bisulfite de sodium, des chelatants comme I'acide ethyle- 
nediamine-tetraacetique, des tampons tels que les acetates, citrates ou phosphates etdes agents pour ajuster 
I'osmolalite comme le chlorure de sodium ou le dextrose. 

Ces formes pharmaceutiques sont preparees selon les methodes couramment utilisees par les pharma- 
ciens. 

35 Le pourcentage de produit actif dans les compositions pharmaceutiques peut varier dans des limites tres 

larges de concentration et depend d'une variete de facteurs tels que le sexe du patient, son age, son poids et 
sa condition medicale ainsi que du mode d'administration. Ainsi la quantite de matiere active dans les compo- 
sitions destinees a ('administration orale est au moins de 0,5% en poids et peut atteindre jusque 80 % en poids 
par rapport au poids de la composition. Dans les compositions orales preferees, la dose unitaire est comprise 

40 entre 50 et 1000 mg de produit actif. 

Dans les compositions destinees a I'administration par la voie parenterale, la quantite de matiere active 
presente est au moins de 0,5% en poids et peut atteindre 33% en poids par rapport au poids de la composition. 
Dans les compositions parenterals preferees, la dose unitaire est comprise entre 1 mg et 200 mg de produit 
actif. 

45 Quant a la posologie journaliere, elle peut varier dans une gamme etendue de doses unitaires de produit 

actif, et est generalement comprise entre 5 et 70 mg/kg. Une dose moyenne de 250 mg, deux fois par jour, 
s'est revelee eff icace chez I'homme pour soulager I'anxiete. II est entendu cependant que des dosages spe- 
cif iques peuvent etre adaptes a des cas particuliers en fonction des besoins individuels laisses a ('appreciation 
du medecin. Les dosages evoques ci-dessus sont donnes a titre indicatif et ne limitent en aucune maniere la 

so facon de mettre I'invention en pratique. 

A titre d'exemple non limitatif d'une composition contenantle (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol id in eacetamide 
pouvant etre administree par voie orale, on donne ci-apres quatre formulations pour gelules de gelatine blan- 
ches et opaques: 
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Numero des gelules 


1 


1 


1 


0 


Compos 6 I 


62,5 mg 


125 mg 


250 mg 


500 mg 


Lactose 


362,5 mg 


264 mg 


89 mg 


50 mg 


Stearate de magnesium 


1,0 mg 


1 mg 


1 mg 


2 mg 



10 L'efficacite du (S)-(-)-a-ethyt-2-oxo-1- pyrrol idineacetamide pour le traitement de I'anxiete est demontree 

par son activite dans les essals pharmacologiques suivants effectues sur animaux au moyen de tests stan- 
dards reconnus pour leur capacite a mettre en evidence Pactivite anxiolytique de nouveaux composes. 

L'anxiete peut exister sous differentes formes physiologiques et pathologiques. L'heterogeneite des trou- 
bles de I'anxiete est cliniquement acceptee comme il est accepte egalement que les differents tests d'anxiete 

15 pratiques sur animaux, bases sur des modifications du comportement, sont sensibles a des etats d'anxiet6 
differents. (S.E.FILE, "Animal Models of anxiety" dans Biological Psychiatry, Vol.2, Eds. G.Racagui et al., Ex- 
cerpta Medica, Amsterdam, (1991), p.596-599). 

Ce pendant, pour et re assure qu'un testde comportement donne permet bien de detecter une activite anxio- 
lytique, celle-ci demande encore a etre confirmee par des essais cliniques. Un essai chez I'homme a permis 

20 de confirmer l'efficacite therapeutique du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1- pyrrol idineacetamide dans le traitement de 
divers etats d'anxiete. 

1.- Testde la planche a trous. (Exploration). 

25 La "planche a trous" of f re une methode simple pour etudier le comportement d'un rongeur et pour mesurer 

la reaction de I'animal lorsque celui-ci est place dans un environnement non familier. Cette reaction, dite "reac- 
tion d'exploration" est en rapport a la fois avec la curiosite et avec le desir de fuite de I'animal et est inf luencee 
par des medicaments psychoactifs. 

Cette methode a notamment ete utilisee pour prevoir I'actrvite anxiolytique potentielle des benzodiazepi- 

30 nes (N. A. NOLAN et M.W.PARKES, Psychopharmacologia (Berl.),29, (1973),277-288). Utilisant la methodolo- 
gie de J.R. BOISSIER et P. SIMON (Arch.lntPharmacodyn. 147,(1 964),372-387), le test consiste a placer une 
souris au centre d'une planche carree percee de 16 trous regulierement espaces et a compter le nombre de 
fois que I'animal plonge la tete dans un trou pendant une periode d'exploration de 5 minutes. Trois souches 
de souris genetiquement distinctes ont ete utilisees dans ce test une souche normale de souris NMRI et deux 

35 souches de souris emotivement plus sensibles, I'une predisposee a la crise audiogene (Dilute Brown Agouti- 
derived (DBA-derived)), et Tautre dont le reflexe normal de fuite est bloque par la peur (souche C57 Black 
mice). 

Les activites du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide (compose I), de son enantiomere dextrogy- 
re, le (R)-(+)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide (compose II) et du diazepam ont ete comparees sur ces 
40 trois souches. 

Les composes sont administres a I'animal par injection intra peri to neale (10 ml/ kg de souris) 30 minutes 
avant I'exposition a la planche. Les animaux des groupes temoins recoivent le vehicule. 

Le tableau I indique la moyen ne des nombres de trous explores par group e de 16 animaux (X ± SEM) pour 
chacune des souches (animaux temoins et traites) aux doses indiquees (SEM : Deviation standard sur la 
45 moyenne). II donne aussi la variation du score exprimee en pourcent par rapport au score des groupes temoins. 
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Les resultats montrent que les trois souches de souris se distinguent nettement par le score de base (te- 
moins): le score etant beaucoup plus eleve chez la souris normals NMRI que chez les deux autres souches. 
II est connu que le nombre de trous explores est fortement reduit sous I'inf luence d'agents anxiogenes, comme 
par exemple la cafeine ou la yohimbine (R. LISTER., Pharmacol. Ther., 46, (1990), 321-340). Par consequent, 

5 le faible score observe pour les groupes temoins des souches maladives DBA-derivee et C57 Black Mice re- 
flate correctement le taux eleve de I'anxiete intrinseque de ces deux souches. 

Comme le diazepam, le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineac^tamide augmente considerablement le score 
des souches DBA-derivee et C57 Black Mice, mais, contrairementau diazepam, le compose I n'a pratiquement 
pas d'effet anxiolytique sur la souche normal e NMRI. Sur cette derniere souche, le diazepam est egalement 

10 bien actif et ('augmentation du score traduit bien I'effet de desinhibition propre aux benzodiazepines. 

La dependance de I'effet anxiolytique du compose I par rapport a la nature de la souche, et la selectivity 
marquee de cet effet sur des souches qui presentent une anxiete maladive suggere que le compose I est par- 
ticulierement indique pour traiter plus specif iquement les etats emotionnels exacerbes, independamment de 
tout effet desinhibiteur du comportement. L'enantiomere (RM + )-a-ethyl-2-oxo-1- pyrrol id ineacetamide 

15 (compose II) est inactif sur ces souches. 

2.- Test des quatre plaques (comportement puni) 

L'approche generate utilisee dans ce type d'experience consiste a provoquer I'inhibition d'une reponse 
20 specif ique au moyen d'un stimulus qui genere une aversion au moment de cette reponse specif ique. 

Le test des "quatre plaques" est une met node facile decrite pour la premiere fois par J. R. BO I SSI ER et al ., 
dans Eur. J. Pharmacol., 4,(1 968), 1 45-151 , pour evaluer I'activite anxiolytique potentielle de nouveaux compo- 
ses sur des animaux de laboratoire. II consiste, dans une premiere situation, a placer une souris dans un en- 
vironnement qui ne lui est pas familier, constitue par une surface couverte de quatre plaques metalliques qui 
25 peuvent etre electrifiees, et a compter le nombre de fois que I'animal traverse la surface en passant d'une 
plaque a I'autre (traversees impunies) pendant un temps determine. Dans une seconde situation, I'animal est 
puni par un choc electrique dans les pattes chaque fois qu'il traverse la surface de part en part (traversees 
punies) ce qui a pour effet de provoquer chez I'animal une reaction d' immobilisation. Dans les conditions ou 
il y a punition (traversees punies), le nombre de traversees de la surface pour explorer I'environnement est 
30 fortement reduit. Par contre, cette diminution du nombre de traversees dans les conditions ou il y a punition 
est inhibee lorsque Tanimal a ete traite au prealable avec un agent anxiolytique. 

Les composes testes, le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1- pyrrol id ineacetamide (compose I) et le chlordiazepoxide, 
sont administres a I'animal par injection intraperitoneale (10 ml/kg de souris) 30 minutes avant le debut du 
test. Les animaux des groupes temoins regoivent seulement le vehicule. Le tableau II donne la moyenne (X ± 
35 SEM) des nombres de traversees dans les conditions punies et dans les conditions impunies pour des groupes 
de 30 souris NMRI, pendant une periode de 1 minute, aux doses indiquees. 

II donne egalement la variation du score exprimee en pour-cent par rapport au score des groupes temoins. 
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Les resultats montrent que dans les conditions punies, le n ombre de traversees est moins eleve que dans 
les conditions impunies a la fois pour les groupes temoins et pour les groupes traites. 

Le compose I et le chlordiazepoxide augmentent le nombre de traversees dans les conditions punies par 
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rapport aux groupes temoins, mais contrairement au compose I, le chlordiazepoxide exerce egalement le 
meme effet dans les conditions impunies, par desinhibition du comportement normal. 

Ces resultats montrent que le (S)-(-)-ct-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide (compose I) off re un avantage 
sur les medicaments existants par le fait qu'il manifeste seulement son activite anxiofytique dans des situations 
qui induisent une forte anxiete et non pas dans des situations qui sont normales. 

Cette selectivity du compose i permet de distinguer un effet anxioiytique d'un effet qui aurait pour resultat 
('augmentation de I'activite per se. 

3.- Test du labyrinthe en croix sureleve. 



Ce test constitue une methode simple et rapide, largement utilisee pour detecter I'activite anxioiytique de 
nouveaux composes. Contrairement a la plupart des tests d'anxiete qui font appel a des stimuli nociceptifs, 
par exemple un choc electrique, cet essai s'appuie uniquement sur la mesure de I'activite spontanee de Tanimal 
confronts a une situation anxiogene naturelle, generatrice d'un conf lit entre deux tendances opposees: celle 
15 d'explorer un nouvel environnement et celle de fuir un espace sureleve et ouvert. L'exploration relative des 
bras ouvert s ou fermes du labyrinthe est un reflet de I'anxiete de I 'animal, l'exploration des bras ouvert s etant 
fortement reduite chez les animaux presentant un etat d'anxiete eleve (S.PELLOW etaL, J.Neurosci. Methods, 
14, (1985), 149-167). 

Un compose anxioiytique augmente le nombre de visites des bras ou verts et le temps consacre a les ex- 
20 plorer, bien que dans le cas des benzodiazepines, une partde cette augmentation ait ete attribuee a I'induction 
d'une stereotypic parle medicament aux doses indiquees (U. FALTER et al„ Behav. Processes,29, (1 993), 128- 
129). 

La technique utilisee dans ce test est celle decrite par S.PELLOW (loc.cit.) modif iee par R.J. RODGERS 
et a[. (Psychopharmacology, 106 , (1992), 102-110). Cette modification consiste a augmenter I'etat d'anxiete 
25 de I'animal en le placant au prealable sur un labyrinthe sureleve (pretest) dont les quatres bras sont ouverts, 
ce qui a pour effet de diminuer le nombre d'explorations des bras ouverts (score de base) lorsque I'animal est 
place 24 heures plus tard sur un labyrinthe classique a 2 bras ouverts et 2 bras fermes. 

Les acthvites du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide (compose I), de Tenantiomere dextrogyre 
(compose II) et du chlordiazepoxide ont ete examinees dans ce test. Les composes sont administres a des 
30 rats Sprague-Dawley parvoie intraperitoneale (10 ml/kg de rat) 60 minutes avant le debut du test Les animaux 
des groupes temoins recoivent une solution saline (0,9 % NaCI). 

Le tableau III donne les moyennes du nombre total d'entrees dans les bras du labyrinthe, du pourcentage 
d'entrees dans les bras ouverts par rapport au nombre total d'entrees, et du temps consacre a l'exploration 
de ces bras ouverts, pour des groupes de 15 rats, temoins ou traites aux doses indiquees, pendant 4 minutes. 

35 



40 
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TABLEAU III 
Test du labvrinthe en croix sur^leve 



Composes Dose Nombre total Bras ouverts 



(mg/kg) d'entrees % entrees temps (sec) 

X ± SEM X ± SEM X ± SEM 



20 



Temoin 




8,6 


± 


1,0 


10,3 ± 3,0 


5,2 


±2,0 


Compose I 


17, 0 


11,9 


± 


* 

0,7 


20, 2 ± 3,0* 


16, 1 


± 3,1* 


Compose II 


17, 0 


8,3 


± 


0, 9 


10,9 ± 3,1 


5,7 


± 2,2 




54 r 0 


9,2 


± 


0,7 


11,8 ± 2,7 


6,8 


± 1,6 


Chlordiazepoxide 


5,0 


15, 0 


± 


* 

1, 3 


27, 1 ± 2,7* 


27, 1 


* 

± 3,7 


(*) : augmentation 


significative de 


1' 


act ivite 


par rapport au 


groupe 


temoin : 



P < 0,05; U-test de Mann-Whitney. 



Les resultats montrent que pour le groupe temoin, le nombre d'entrees dans les bras ouverts ne represente 
qu'un tres faible pourcentage du nombre total des entrees. 

Le traitement des animaux par le compose I ou par le chlordiazepoxide augmente signif icativement le nom- 
30 bre des entrees dans les bras ouverts ainsi que le temps qui est consacre a les explorer. Par contre, le compose 
II n'a pas d'activite. 

Ces resultats conf irment I'inten3t du compose I pour traiter les etats d'anxiete pathologique. 
4.- Test du saisissement potentialise. 

35 

La reaction de saisissement a un bruit violent (agression sonore) est potential isee par la presentation si- 
multanee d'un stimulus lumineux lorsque au prealable, ce stimulus lumineux a toujours ete accompagne d'un 
choc electrique dans les pattes de I'animal. Dans ce cas, I'anxiete induite par I'agression combinee du son et 
de la lumiere (saisissement potentialise) provientde la premonition d'un evenement douloureux et desagreable 

40 (M.DAVIS, Psychopharmacology, 62, (1979), 1-7). 

Les composes anxiolytiques, tels que les benzodiazepines ou la buspirone par exemple, reduisent ('am- 
plitude de la reaction de saisissement potentialise proportionnellement a la dose utilisee (S.GREEN et al., "Ani- 
mal Models of Anxiety" dans Behavioural Models in Psychopharmacology. Ed.P.Willner, Cambridge 
Univ.Press, (1991), 21-49; M.DAVIS, Trends Pharmacol.Sci., 13, (1992), 35-41). 

45 La technique utilised dans ce test est inspiree de celle de M.DAVIS (loc.cit.) et comprend essentiellement 

deux phases: 

1* re phase: entraTnement- les animaux sont entraTnes a reagir a un stimulus lumineux accompagne d'un 

choc electrique dans les pattes; 
2*me phase: test principal - on mesure I'amplitude de la reaction de saisissement des animaux a une 
so agression sonore accompagn&e d'un stimulus lumineux sans choc electrique - 20 essais - 

(reponse de saisissement potentialise ou RSP) et on mesure egalement I'amplitude de la 
reaction de saisissement des animaux a une agression sonore non accompagnee d'un sti- 
mulus lumineux ni du choc electrique - 20 essais - (reponse de saisissement acoustique ou 
RSA). 

55 On utilise des groupes de 10 rats males Sprague-Dawley naTfs. 

Les composes testes sont le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol id ineacetamide (compos6 1) et le chlordiazepoxi- 
de. lis sont administres par voie int raperitoneale (1 ml/kg de rat) 60 minutes avant le test principal. Les animaux 
du groupe temoin recoivent seulement la solution saline (0,9 % NaCI). 



9 



EP 0 645 139 A1 



Au moment du test, chaque animal est place dans une cage rellee a des accelerometres qui enregistrent 
automatiquement les sauts de I'animal et expriment I 'amplitude de la reponse en unites arbitrages. 

Le tableau IV donne les moyennes des amplitudes obtenues pour les reponses RSAet RSP aux doses 
indiquees. 

5 



TABLEAU IV 
Test du saisissement potentialise 



Compose Dose en RSP RSA 

mg/kg X ± SEM X ± SEM 





Temoin 




22965 


± 4760 


17326 


± 


3126 




Compose I 


17. 0 


14817 


± 3056 


14388 


± 


2214 


20 


Chlordiazepoxide 


5,0 


10393 


± 2079 


8759 


± 


2352 



(*): Difference significative entre RSP et RSA: P < 0,0S, test t paire 
(**): Difference entre groupe traite et groupe temoin significative: P £ 
0,05; test t de Student. 



Les resultats montrent que dans le groupe des animaux temoins, la reponse RSP est plus intense que la 
30 reponse RSA comme prevu. Le compose I reduit forte ment I'amplitude de ia reponse de saisissement poten- 
tialise (RSP) mais n'a que peu d'effet sur la reponse de saisissement acoustique (RSA). 

Le chlordiazepoxide, par contre, attenue I'amplitude des deux reponses de maniere significative. L'influen- 
ce des benzodiazepines sur la RSA illustre un inconvenient inherent a cette classe de composes et qui est 
attribuable a leur effet sedatif. 
35 Un compose tel que le (S)-(-)-(a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide qui agit specif iquement sur la repon- 

se RSP peut etre mieux indique pour traiter specif iquement les etats d'anxiete pathologique etoffre par conse- 
quent un avantage sur les therapies existantes. 

5.- Reponse neuroendocrinienne a un stress. 

40 

Les reponses adaptatives a un stress, faisant intervenir des mecanismes de retro-contrdle dans le sys- 
teme hypothalamique-pituitaire-adrenergique, sont profondement alterees chez le rat age. Ces alterations 
dues a I'age peuvent etre mises en evidence par la mesure du taux basal de corticosterone plasmatique qui 
est beaucoup plus el eve chez les sujets ages que chez les sujets jeunes (R.M.SAPOLSKY, NeurobioL Aging, 

45 13,(1991), 171-174). 

Une situation de stress fait rapidement augmenter le taux de corticosterone plasmatique aussi bien chez 
les animaux jeunes que chez les animaux ages, mais ces derniers, apres le stress, recuperent beaucoup plus 
lentement et de maniere moins complete (R.M.SAPOLSKY et al., Exp.Gerontol.,18, (1983), 55-64; A.M.ISSA 
et aL.J.NeuroscL, 10, (1990), 3247-3254). 

50 Les cons6quences de ces effets lies a rage sont importantes par le fait que, s'il est vrai que les glucocor- 

ticoTdes sont essentieis pour la survie et ('adaptation a divers excitants, une exposition prolongee a des taux 
excessifs de glucocorticoTdes peut etre pathogene pour Torganisme. 

Le test qui est utilise ici est le test d'immobilisation decrit par R.M.SAPOLSKY (1983, loc.cit). Un animal 
place pendant 5 minutes dans une enceinte juste suf f isante pour le maintenir com pi element immobilise (stress 

55 d'immobilisation) developpe une reaction d'anxiete qui provoque ('augmentation rapide du taux de corticoste- 
rone. 

Dans cette experience, on a utilise des groupes de 4 a 8 rats Sprague-Dawley jeunes (2 mois) et ages 
(20 a 21 mois). Les groupes traites ont recu 17 mg/kg du compose I ou 5 mg/kg de chlordiazepoxide per os 
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60 minutes avant le test d 'immobilisation. Les groupes temoins n'ont recu que la solution saline (0,9 % NaCI). 
Le taux de corticosterone plasmatique est mesure avant le stress, a la fin du stress et 30 minutes plus tard 
pour evaluer I'etat de recuperation des animaux. 

Le tableau V donne pour chaque groupe d'animaux la moyenne du taux plasmatique de corticosterone 
5 mesure dans ces conditions. 



TABLEAU V 

Reponse a un stress d ' immobi 1 isa t i on 



Animaux/Traitement Taux de corticosterone plasmatique (ng/ml) 

basal a la fin du stress apres 30 minutes 





X ± SEM 


X ± SEM 


X ± SEM 


Jeunes /Temoins 


19 ± 4 


1333 ± 98 


163 ± 10 


Ages/Temoins 


238 ± 60 


1034 ± 94 


933 ± 145 


Ages/Compose I 
(17 mg/kg) 


83 ± 21 


1294 ± 101 


480 ± 54 


Ages/CDP 
(5 mg/kg) 


78 ± 23 


1533 ± 128 


1182 ± 185 



CDP : chlordiazepoxide 

30 

(*) r difference significative par rapport au groupe d'animaux 
ages/ temoins : P < 0,05, test t de Student. 

35 

Les resultats conf irment que, dans les groupes temoins, les rats ages ont un taux basal de corticosterone 
beaucoup plus eleve que les rats jeunes. A la fin du stress, ce taux a considerablement augmente dans les 
deux cas, mais 30 minutes apres la fin du stress, ce taux reste toujours tres eleve chez les animaux 
ages/temoins. La recuperation chez ces animaux est plus lente que chez les rats jeunes. 
40 Dans les groupes d'animaux ages traites, soit par le compose I ou par le chlordiazepoxide, le taux basal 

de corticosterone est moins eleve que dans le groupe des animaux temoins ages, tout en etant cependant su- 
perieur a celui des animaux temoins jeunes. 

Le stress augmente aussi considerablement le taux de corticosterone plasmatique des animaux ages, tou- 
tefois le groupe age traite par le compose I recupere beaucoup plus rapidement que celui traite par le chlor- 
45 diazepoxide comme I'indique le taux de corticosterone mesure apres 30 minutes. 

Ce resultat montre que, contrairement au chlordiazepoxide, le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol id ineacetami- 
de exerce une action benefique chez les sujets ages stresses en facilitant Tadaptation physiologique a la si- 
tuation de stress. 

so 6.- Syndrome de sevrage de benzodiazepines. 

L'arret brutal d'un traitement therapeutique prolong^ par des benzodiazepines s'accompagne frequem- 
ment d'un syndrome de sevrage caracterise par un large eventail de symptdmes dus a une dependance phy- 
sique au medicament, par exemple des tremblements, des nausees, des vertiges ou de I'hypertension pour 
55 n'en citer que quelques uns, ainsi que par des symptdmes habituels de I'anxiete qui sont intenses chez Thomme 
(J.H.WOODS et al. f Pharmacol. Rev., 39, (1987), 251-419; M.H.LADER, "Abuse Potential, Tolerance and De- 
pendance on Chronic Anxiolytic Treatment" dans "Target Receptors for Anxiolytics and Hypnotics: From Mo- 
lecular Pharmacology to Therapeutics.", Eds.J.Mendlewicz and G.Racagni, Karger, Basel, Vol. 3, (1992), p.46- 
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54). 

En se basant sur ('observation que te sevrage est associe a des stimuli anxiogenes, on a suggere d'utiliser 
des modeles animaux d'anxiete pour detector les signes de sevrage chez ('animal. (M.W.EMM ETT-OGLES BY 
et a[„ Psychopharmacology, 101 . (1990), 292-309). 
5 La reponse anxiogene du sevrage du diazepam, notamment, a fait I'objet d'etudes sur le rat au moyen du 

test d'anxiete du labyrinthe en croix sureleve et s'exprime dans ce test par une reduction significative de Pex- 
ploration des bras ouverts. (S.E.FILE etal., Psycho pharmacology 105, (1991), 578-582). 

Ce meme modele a ete utilise pour etudier Peffet anxiogene du sevrage du chlordiazepoxide chez la souris 
et mettre en evidence Pactivite anxiolytique du (S)-(-)-a-ethy1-2-oxo-1 -pyrrol id ineacetamide (compose I) sur 
10 ce syndrome. 

On a utilise des groupes de 17 souris (NMRI) re partis comme suit: 
groupe 1: les animaux sont traites parvoie intraperitoneale, deuxfois par jour, pendant 21 jours, avecdes 
doses croissantes de chlordiazepoxide ailant de 10 a 40 mg/kg; 
la derniere injection a lieu 60 minutes avant le test; 
is groupe 2: le sevrage du chlordiazepoxide a lieu 24 heures avant le test et les animaux sevres recoivent 
une solution physiologique; 
groupe 3: les animaux sevres recoivent le compose I a la dose de 17 mg/kg par voie intraperitoneale; 
groupe 4: les animaux sevres regoivent le compose I a la dose de 54 mg/kg par voie intraperitoneale. 
Le groupe temoin recoit seulement 10 ml/kg d'une solution physiologique. 
20 Le tableau VI donne les moyennes du nombre total d'entrees dans les bras du labyrinthe, le pourcentage 

d'entrees dans les bras ouverts par rapport au nombre total d'entrees ainsi que la moyenne du temps passe 
a I'exploration des bras ouverts pourchaque groupe d'animaux, temoins et traites. 



25 

TABLEAU VI 
Syndrome de sevrage de benzodiazepines 
Test du labyrinthe en croix sureleve 

30 

Groupe d'animaux Nombre total Bras ouverts 



d'entrees Nombre d'entrees (%) Temps (sec) 

X ± SEM X ± SEM X ± SEM 



40 



Temoin 


13, 1 


± 


0,4 


23, 9 


± 


1.5 


26,7 


± 


2,3 


1 


22, 9 


± 


1,0 


44, 0 


± 


3,5 


72, 1 


± 


6,0 


2 


9,8 


± 


0,6 


10, 1 


± 


2,9 


8,8 


± 


3,0 


3 


12,5 


± 


0,7 


15,5 


± 


2,7 


16,8 


± 


* 

4,1 


4 


12,2 


± 


0, 5 


23, 5 


± 


* 

3,6 


27,3 


± 


* 

5,4 



(*): augmentation significative par rapport au groupe 2: P S 0,05; test U de 
Mann-Whitney. 

50 

Les resultats montrent clairement I'activite anxiolytique du chlordiazepoxide sur les animaux traites en 
chronique par ce medicament (groupe 1) par rapport aux temoins, ce qui se traduit par une augmentation du 
nombre d'entrees dans les bras ouverts du labyrinthe et du temps consacre a les explorer. 
55 Le sevrage (groupe 2) provoque une anxiete qui se manifesto par une diminution importante de ces en- 

trees, tandis que le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide (compose I), a la dose de 54 mg/kg (groupe 
4) sup prime I'effet anxiogene du sevrage du chlordiazepoxide et retablit chez les animaux traites un compor- 
tement qui est semblable a celui du groupe temoin. 
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7.- Test du labyrinthe aquatique. 

Introduit a Torigine par R.MORRIS (J. Neurosci. Methods, (1984),47-60), le test du labyrinthe aquatique 
est un test d'apprentissage et de memorisation dans lequel des rats apprennent a s'echapper de I'eau en na- 
5 geant vers une plate-forme situee en un endroit determine dans un grand bassin circulaire rempli d'une eau 
opaque. 

Comme la plate-forme est immergee sous la surface de I'eau, elle est invisible, et I'animal doit a p prendre 
des reperes de distances pour retrouver le refuge. Ce test est sensible a I'effet amnesique anterograde de 
certains medicaments, en particulier des benzodiazepines comme le chlordiazepoxide. 
10 L'apprentissage est exprime par le temps (en secondes) mis par I'animal pour trouver la plate-forme au 

cours de seances d'entratnement repetees 4 jours consecuthvement. L'effet amnesiant d'un medicament se 
traduit par une augmentation du temps necessaire a I'animal pour rejoindre le refuge. (N.Mc NAUGHTON et 
al., Behav.Brain Res., 24 (1987), 39-46). 

Dans ce test, on a utilise des groupes de 8 rats S PRAGUE- DAWLEY. Les animaux traites ont recu le 
15 compose I ou le chlordiazepoxide, par administration orale 60 minutes avant le test. Le groupe temoin n'a recu 
que 5 ml/kg d'une solution physiologique. 

Le tableau VII donne la moyenne des temps mis par les animaux des groupes traites aux doses indiquees 
et du groupe temoin, pour retrouver la plate-forme au cours des 4 seances successives. 
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Les resultats montrent que le chlordiazepoxide exerce un effet amnesiant chez I'animal, qui se manifesto 
par une augmentation significative du temps necessaire pour retrouver la plate-forme. 

Malgre I'apprentissage nature! qui se traduit par une reduction du temps necessaire au fur et a mesure 
des seances, I'effet amnesique du chlordiazepoxide chez les animaux traites, par rapport aux animaux te- 
5 moins, est toujours bien apparent au 4* 1 ™ jour. 

Par contre, le (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1-pyrrolidineacetamide (compose I), meme a la plus forte dose (170 
mg/kg), ne produit pas de difference significative du temps necessaire pour retrouver la plate-forme par rap- 
port au groupe temoin. II est depourvu des proprietes amnesiques du chlordiazepoxide qui constituent un effet 
secondare non souhaite au cours du traitement de I'anxiete paries benzodiazepines (J.H.WOODS et al.. Phar- 
10 macol.Rev., 39, (1987), 251-419). 

8.- Neurotoxicite 

Les effets neurotoxiques du compose I ont ete compares a ceux du diazepam et du chlordiazepoxide au 
15 moyen de deux tests pratiques sur des souris: le test d' Irwin et le test du Rotarod. 

- Le test d'lrwin (S.IRWIN, Psychopharmacologia (Berl.) 13, (1968), 222-257) est un procede d'observa- 
tion systematique des effets neurotoxiques d'un medicament sur le com portement general etl'etat phy- 
siologique d'un rongeur, rat ou souris. 

Les changements observes dans differents parametres du comportement et de Tetat de I'animal sont 
20 notes et quantifies au moyen d'une echelle arbitraire de cotations aflant de 0 a 8, par rapport aux ani- 

maux temoins. Les composes ont ete administres a des souris a doses croissantes par voie intraperi- 
toneale et les animaux sont observes a 5, 1 0, 30, 60 et 120 minutes apres I'injection. 

- Le test du Rotarod consiste a evaluer la capacite d'un rat ou d'une souris a se maintenir en equilibre 
pendant 60 secondes sur un barreau de 3 cm de diametre tournant a la vitesse de 6 tours par minute 

25 (N.W.DUNHAM et ah, J.Am.Pharm.Assoc, XLVI , (1957), 208-209). 

Les composes ont ete administres a des souris a des doses croissantes par voie intraperitoneale 60 
minutes avant les tests. 

Le tableau VIII indique, pour le test d'lrwin, les doses (mg/kg) des composes qui provoquent les premiers 
changements perceptibles dans les parametres observes. Pour le test du Rotarod, le tableau VIII donne la 
30 dose ED50 (mg/kg) des composes testes qui est suff isante pour que 50 % des souris soumises a I'essai soient 
incapables de se maintenir sur le barreau tournant pendant 60 secondes. 
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TABLEAU VIII 
Neurotoxicity 



Parametres 



Compose I Diazepam Chlordiazepoxide 

(mg/kg) < mg/kg) {mg/kg) 



10 



15 



20 



25 



30 



Test d ' Irwin 

Reduction de l'activite NE 
spontanee 

Reduction de la reactivite NE 
a la manipulation 

Troubles de la vigilance NE 

Rel&chement musculaire 540 

Incoordination motrice NE 

Trouble du r£flexe de 1700 
redressement 

Test du Rotarod 

ED 5Q > 1700 



0,9 

2,8 

2,8 
0, 9 
2,8 
2,8 

2,8 



10, 8 
33,5 

33,5 
3,4 

10, 8 
6, 1 

5,7 



35 



40 



45 



50 



55 



NE: pas d'effet jusqu'a 1700 mg/kg 



Les resultats montrent que les premiers effets neurotoxiques du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol id ineaceta- 
mide (compose I) n'apparaissent qu'a des doses tres elevees. A 540 mg/kg apparaissent les premieres ma- 
nifestations de relachement musculaire et a 1700 mg/kg, dose testee la plus elevee, une perturbation du re- 
f lexe de redressement devient apparente. Cette derniere dose est jusqu'a 1 00 fois superieure a la dose anxio- 
lytique. 

Le diazepam et le chlordiazepoxide, par contre, reduisent l'activite, la reactivite et la vigilance et produisent 
du relachement musculaire et des troubles de la coordination motrice a des doses relativement faibles et qui 
ne sont que 2 a 3 fois superieures aux doses anxiolytiques. 

Chez Tanimal, le compose I presente done une marge therapeutique entre la dose anxiolytique et les doses 
neurotoxiques beaucoup plus elevee que les benzodiazepines. 

9.- Essai clinique 

L'activite anxiolytique du (S)-(-)-a-ethyi-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide a ete testee au cours d'un essai cli- 
nique ouvert effectue sur 76 patients des deux sexes, d'un age moyen de 39 ans, et souffrant de troubles 
d'anxiete divers: phobies, paniques, anxiete general isee et troubles obsessionnels. 

Le compose a ete administre a ces patients par voie orale a la dose moyenne de 250 mg, deux fois par 
jour, pendant quatre semaines. 

Le degre d'anxiete des patients a ete evalue au moyen de Pechelle d'anxiete d'Hamilton (M.HAMILTON, 
Brit.J.Med.PsychoL, 32, (1959), 50-55). Le compose est considere comme actif chaquefois que I'on observe 
une reduction d'au moins 30 % du taux d'anxiete. 

Le compos6 s'est montre bien actif chez 56 patients. Ceux qui repondent le mieux au traitement sont ceux 
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souff rent d'anxiete d'origine psychique par rapport a ceux qui sont atteints d'anxiete d'origine psychoso- 
e. De la somnolence a ete occasion neliement rapportee chez certains patients, mais suff isamment legere 
ir ne pas etre consideree comme de la sedation. En effet, les tests de capacite mentale, de vigilance et de 
moire n'ont pas ete affectes par le traitement. 



Utilisation du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide de formule 



pour la preparation de medicaments destines au traitement de I'anxiete. 

Utilisation du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide selon la revendication 1 pour la preparation de 
medicaments destines au traitement des etats d'anxiete provoques par un stress aigu post-traumatique. 

Utilisation du (S)-(-)-a-ethyl-2-oxo-1 -pyrrol idineacetamide selon la revendication 1 pour la preparation de 
medicaments destines au traitement de Tanxiete induite par le sevrage d'une administration chronique 
de benzodiazepines. 

Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 caracterisee en ce que la quantite therapeu- 
tiquement efficace du compos6 de formule I est comprise entre 5 et 70 mg/kg par jour. 
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